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AI Nekoč je veljalo, da je diferenciacija celic dokončna in da se diferencirane celice ne 
morejo več spremeniti v noben drug celični tip. Gurdon je s poskusi na žabah že leta 
1962 pokazal, da je mogoče iz jedra somatske celice, s prenosom le-tega v izpraznjeno 
jajčno celico, pridobiti celoten nov organizem. To je bil prvi dokaz, da diferenciacija 
celic ni dokončna in da je diferencirane celice mogoče reprogramirati do 
pluripotentnega stanja. S kloniranjem ovce Dolly smo dobili dokaz, da je 
reprogramiranje celic mogoče tudi pri sesalcih. Bistveno prelomnico na področju je 
predstavljalo odkritje Yamanake in Takahashija, ki sta leta 2006 odkrila, da je 
diferencirane somatske celice možno reprogramirati v pluripotentno stanje z vnosom 
le štirih transkripcijskih dejavnikov (inducirane pluripotentne matične celice – iPSC). 
Od takrat so se razvile številne metode za reprogramiranje somatskih celic, ki za vnos 
DNA zaporedja za transkripcijske dejavnike povezane s pluripotenco, uporabljajo 
retrovirusne in lentivirusne vektorje, linearno DNA, transpozonske vektorje, 
adenovirusne vektorje, plazmidne vektorje, ali pa temeljijo na direktnem vnosu 
rekombinantnih proteinov, mRNA, miRNA, komponent sistema CRISPRa ali majhnih 
molekul. V diplomskem delu je narejen celosten pregled obstoječih metod 
reprogramiranja, z opisom njihovih prednosti in slabosti. Pregledna tabela, ki 
predstavlja sintezo rezultatov, nam lahko služi za izbiro metode reprogramiranja celic, 
ki je optimalna glede na namen nadaljne rabe reprogramiranih celic. 
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AB It was believed that cell differentiation process is irreversible and that terminally 
differentiated cells could not be transformed into any other cell type. With experiments 
on frogs in 1962, Gurdon showed that it is possible to obtain a whole new organism 
from the nucleus of somatic cell by transferring it to the enucleated oocyte. This was 
the first proof that cell differentiation is reversible and that differentiated cells can be 
reprogrammed to the pluripotent state. By cloning Dolly the sheep evidence that cell 
reprogramming is also possible in mammals was obtained. An important further 
breakthrough in the field of cell reprogramming was the discovery of Yamanaka and 
Takahashi, who in 2006 discovered that differentiated somatic cells could be 
reprogrammed into pluripotent state by forced expression of only four transcription 
factors (induced pluripotent stem cells - iPSC). Since then, several reprogramming 
methods have been developed, which use different strategies for the insertion of 
pluripotency associated transcription factors, either by DNA sequences insertion 
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Razumevanje poteka diferenciacije pluripotentnih celic, ki se lahko diferencirajo v katero koli 
celico in omogočajo nastanek celotnega organizma, je bistveno za razumevanje razvojnih 
procesov in etiologije številnih bolezni, ter ima velik aplikativni potencial v medicini in 
biotehnologiji. Prva generična linija človeških pluripotentnih embrionalnih matičnih celic je 
bila vzpostavljena leta 1998 (Thomson in sod., 1998). Zaradi plastičnosti in neomejene 
zmožnosti podvojevanja, človeške embrionalne matične celice predstavljajo odličen vir celic 
za uporabo v regenerativni medicini. Vendar pa so raziskave pokazale, da so linije 
embrionalnih matičnih celic ob transplantacijah pogosto podvržene imunskim zavrnitvam, ker 
niso avtologne pacientu. Problem je tudi v njihovem pridobivanju, saj v procesu izolacije 
embrionalnih matičnih celic uničimo zarodke, kar sproža etična vprašanja (Kim in sod., 
2011). Ambicija regenerativne medicine je pridobiti pacientu lastno linijo pluripotentnih celic, 
ki jo lahko usmerimo v razvoj katerega koli celičnega tipa in potem avtologne celice vrniti 
donorju (t.i. terapevtsko kloniranje). Raziskave z matičnimi celicami, ki so genetsko identične 
bolniku, in se lahko diferencirajo v različne (za določeno bolezen relavantne) celične tipe, 
omogočajo preučevanje bolezni na nivoju specifičnega genotipa in odkrivanje zdravil za 
upočasnitev ali ustavitev celične degeneracije na personalizirani ravni. Avtologne matične 
celice, pridobljene iz somatskih celic, predstavljajo obnovljiv vir materiala, ki bi ga bilo 
mogoče presaditi v pacienta brez imunske zavrnitvene reakcije. V ta namen se je začela 
razvijati tehnologija, ki omogoča pridobivanje pluripotentnih celic z lastnostmi, ki so enake 
embrionalnim matičnim celicam, iz somatskih celic – t.i. celično reprogramiranje. 
Reprogramirane celice kažejo značilnosti pluripotentnih celic, kot so reaktivacija genov 
povezanih s pluripotenco, inaktivacija tkivno-specifičnih genov, diferenciacijski potencial za 
razvoj v celice vseh treh zarodnih plasti in specifično epigenetsko stanje, ki je podobno 
tistemu v embrionalnih matičnih celicah (Kim in sod., 2011). 
2 MATIČNE CELICE 
Matične celice (MC) so nespecializirane celice, ki se lahko med rastjo in razvojem organizma 
razvijejo v različne celične tipe. Prisotne so tudi v tkivih odraslih organizmov. Razporejene so 
po številnih organih v telesu in služijo vzdrževanju tkiv, njihovi rasti in regeneraciji tkiva ob 
poškodbah (Lavker in Sun 2000). Za somatske ali ‘odrasle’ matične celice so na začetku 
domnevali, da lahko tvorijo samo zelo omejen nabor celičnih linij, ampak se je kasneje 
izkazalo, da so lahko zelo plastične (Blau in sod., 2001). Ker imajo matične celice 
sposobnost, da se neomejeno delijo, lahko celice v organizmu nadomeščajo tekom celotnega 
življenjskega cikla. Matične celice lahko tvorijo sebi identične celice (simetrična delitev), ali 
oblikujejo bazen matičnih celic, ki se lahko diferencirajo v katero koli celico drugih tkiv in 
organov (asimetrična delitev). Glede na diferenciacijski potencial matičnih celic jih lahko 
ločimo v štiri skupine: toti- , pluri-, multi-, in uni-potentne matične celice (Do in sod., 2006). 
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Totipotentne matične celice se lahko diferencirajo v celice vseh treh zarodnih plasti in v 
izven-embrionalna tkiva (Kim in sod., 2011). Pluripotentne celice so tiste, iz katerih se lahko 
razvijejo celice vseh treh zarodnih plasti, ne pa tudi celice izven-embrionalnih tkiv (Do in sod. 
2006), zato ne morejo samostojno oblikovati živega organizma (Kim in sod., 2011). 
Multipotentne matične celice se lahko diferencirajo v omejeno število različnih celičnih linij, 
običajno v linije celic, ki so si sorodne. Unipotentne matične celice se lahko diferencirajo v 
samo en tip celice (Kim in sod., 2011). 
3 ZGODOVINA REPROGRAMIRANJA SOMATSKIH CELIC 
Dolgo časa je veljalo, da je diferenciacija ireverzibilen proces, in da diferencirane celice, ki 
tvorijo specifično tkivo ali organ ne morejo več pojubno prehajati iz enega tipa celic v 
drugega. Mnoge študije pa so pokazale, da so tudi diferencirane celice lahko plastične, in da 
se ''usoda'' celic lahko spreminja, glede na dražljaje iz mikrookolja. Eden ključnih dokazov o 
tem, da je odrasle celice mogoče reprogramirati do pluripotentnega stanja, je bil predstavljen 
leta 1962, ko je Gurdon s pomočjo jedrnega prenosa pokazal, da je mogoče terminalno 
diferencirane celice reprogramirati (Gurdon, 1962). Jedro iz žabje somatske celice je injiciral 
v žabjo jajčno celico, ki ji je predhodno odstranil jedro. Iz jajčne celice z vstavljenim jedrom 
somatske celice, so se razvili funkcionalni paglavci. Da je reprogramiranje celic mogoče tudi 
pri sesalcih, so s kloniranjem ovce Dolly pokazali Wilmut in sodelavci (1996). Raziskovalci 
so uporabili metodo jedrnega prenosa in sicer so jedro celice epitelija mlečne žleze prenesli v 
jajčno celico z odstranjenim jedrom, kar je vodilo do razvoja klonirane živali (Wilmut in sod., 
1997). 
3.1 METODA JEDRNEGA PRENOSA 
Pri tej metodi diploidno (2n) jedro somatske celice vstavimov jajčno celico z odstranjenim 
haploidnim (1n) jedrom. V takem okolju se jedro somatske celice reprogramira pod vplivom 
citoplazemskih dejavnikov v jajčni celici. Iz takšne jajčne celice lahko nastane blastocista 
(Yamanaka in Blau, 2010). Če je omogočen nadaljni razvoj blastociste v maternici živali, 
nastane nov organizem, ki je klon organizma, ki je daroval jedro. Namerno produkcijo 
genetsko identičnih organizmov (klonov) imenujemo reproduktivno kloniranje (Slika 1). Če 
celice znotrajcelične mase gojimo v kulturi in vitro, pridobimo pluripotentne EMC, 
pridobljene z jedrnim prenosom (angl. NT-ESC – nuclear transfer embryonic stem cells). 
Pridobivanje EMC z metodo jedrnega prenosa imenujemo terapevtsko kloniranje (Wakayama 
in sod., 2001). 
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Slika 2: Metoda jedrnega prenosa za reproduktivno kloniranje (How Was Dolly Created, 2019 ) 
3.2 REPROGRAMIRANJE S FUZIJO CELIC 
Pri tej metodi naredimo fuzijo somatske celice in pluripotentne embrionalne matične celice. 
Citoplazma EMC vsebje transkripcijske dejavnike, ki spremenijo epigenetsko stanje somatske 
celice nazaj v pluripotentno (Tada in sod., 1997). Celica, ki se hitreje deli in/ali je večja je 
''dominantna'', tako da bo druga celica prevzela profil izražanja genov ''dominantne'' celice 
(Yamanaka in Blau, 2010). Hibridne celice, pridobljene s postopkom fuzije so tetraploidne, 
vendar imajo lastnosti, ki so podobne EMC (reaktivacija pluripotentnih markerjev kot so 
Oct4, Sox2 in Nanog) (Do in Schöler, 2004). 
3.3 REPROGRAMIRANJE Z VNOSOM TRANSKRIPCIJSKIH DEJAVNIKOV 
Takashashi in Yamanaka sta prva opisala vzpostavitev MC iz somatskih celic (Takashashi in 
Yamanaka, 2006). Identificirala sta 24 kandidatnih genov, ki bi lahko inducirali pluripotenco, 
glede na njihovo že znano vlogo pri ohranjanju pluripotence v EMC. Kandidatne gene sta 
nato, v različnih kombinacijah, s pomočjo virusnega vektorja vstavila v mišje fibroblaste. Pri 
uporabi določenih kombinacij vstavljenih kandidatnih genov (transkripcijskih dejavnikov), so 
celice oblikovale kolonije z značilnostmi EMC. Takšne celice sta poimenovala inducirane 
pluripotentne matične celice (iPMC). Z ožanjem nabora vstavljenih transkripcijskih 
dejavnikov sta ugotovila, da je reprogramiranje mišjih fibroblastov mogoče z vnosom zgolj 
štirih eksogenih transkripcijskih dejavnikov: Oct4, Sox2, Klf4 in Myc (Yamanaka dejavniki – 
OSKM) (Takashashi in Yamanaka, 2006). Poskus je bil leta 2007 reproduciran na človeških 
fibroblastih, z uporabo nekoliko drugačne kombinacije transkripcijskih dejavnikov: Oct4, 
Sox2, Nanog in Lin28 (Thomsonovi dejavniki – OSNL) (Yu in sod., 2007). iPMC so torej 
celice, ki jih pridobimo z reprogramiranjem somatskih celic, ki temelji na vsiljenem izražanju 
določenih transkripcijskih dejavnikov, ki so sicer v diferenciranih celicah utišani (Kim in 
sod., 2009b). 
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4 KARAKTERIZACIJA MATIČNIH CELIC 
Prvi kriteriji, ki jih preverjamo pri karakterizaciji MC in iPMC so običajno morfologija, ter 
hitrost in zmožnost neomejene proliferacije. Pri iPMC se ugotavlja tudi stopnja reaktivacije 
endogenih transkripcijskih dejavnikov pluripotentnosti in utišanje vstavljenih transgenov. Za 
določanje pluripotentnosti se preverja zmožnost in vitro diferenciacije v celice vseh treh 
zarodnih plasti, ter zmožnost formiranja teratomov v imunokompromitiranih miših. Nadaljni 
testi so injiciranje v blastocisto, kjer morajo celice prispevati k tkivu zarodka (razvoj himer) 
in sposobnost iPMC, da oblikujejo celoten organizem preko tetraploidnega dopolnjevanja 
(tetraploidni komplementacijski test). Težava je v tem, da teh testov na človeku ne smemo 
izvajati zaradi etičnih razlogov (Takahashi in Yamanaka, 2006; Takashasi in sod., 2007.; 
Wernig in sod., 2007; Zhao in sod., 2009). 
4.1 RAZLIKE MED iPMC in EMC 
Čeprav EMC in iPMC izgledajo funkcionalno ekvivalentne, so bolj poglobljene genetske in 
epigenetske analize pokazale mnoge majhne, a pomembne razlike, ki so verjetno posledica 
tehničnih omejitev trenutnih metod reprogramiranja (Robinton in Daley, 2012). Zaradi 
tehničnih omejitev metod reprogramiranja lahko prihaja do nepopolnega reprogramiranja in 
»reprogramirana« celica lahko obdrži določene epigenetske vzorce donorske celice (Chin in 
sod., 2009). 
 
Genetsko med EMC in iPMC ni točno določenih in ponavljajočih se razlik. Manjše število 
genov je različno izraženih, vendar so razlike verjetno posledica uporabe različnih 
laboratorijskih in statističnih metod in niso konsistentne med različnimi celičnimi linijami. 
Heterogenost med celičnimi linijami in različno število pasaž je eden od verjetnih vzrokov za 
razlike v profilu izražanja (Chin in sod., 2009). Druga študija, ki se je osredotočala na 
posamezne primere reprogramiranja somatskih celic, in ne le na genetske razlike med velikim 
številom različnih linij MC in iPMC, pa je pokazala statistično značilne razlike med EMC in 
iPMC. Razlike so se pojavile, ker v procesu reprogramiranja ni bil uspešno spremenjen profil 
izražanja somatskih celic, hkrati pa izražanje genov povezanih s pluripotenco ni bilo dovolj 
visoko (Bilic in Belmonte, 2011). Diferenciacijski potencial iPMC je načeloma primerljiv z 
EMC. Raziskovalci pa pogosto opažajo nižjo učinkovitost diferenciacije iPMC v želene 
celične tipe, v primerjavi z EMC, kar je verjetno povezano z epigenetskim »spominom« 
reprogramiranih celic (ostanek epigenetskih vzorcev donorske celice), zaradi česar je celica 
bolj odporna na zunanje diferenciacijske signale (Chin in sod., 2009). 
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5 PREGLED METOD ZA PRIDOBIVANJE iPMC 
5.1 METODE Z INTEGRACIJO DNA V GENOM 
5.1.1 Retrovirusni in lentivirusni vektorji 
Če želimo viruse uporabljati kot vektorje je potrebno najprej izbrisati ali spremeniti nativno 
zaporedje virusa, tako da le-ta ne bo več virulenten. Virusni vektor mora vsebovati gene, ki 
omogočajo infekcijo celice, retrotranskripcijo, integracijo v gostiteljski genom in izražanje 
gena, brez da bi, ob transplantaciji celic nazaj v organizem, povzročili bolezen (Howarth in 
sod., 2009). Tako imenovani virusi z napako pri podvajanju / replikacijsko defektni virusi 
lahko okužijo ciljne celice, vendar ne sprožijo litične poti, zato so ti vektorji uporabni za 
pripravo iPMC. Za pridobivanje replikacijsko defektnih virusnih partiklov, ki jih nato 
uporabljamo za reprogramiranje, uporabljamo metodo prehodne transfekcije. Običajno 
konstrukte dostavimo z več plazmidi, pri čemer vsak od njih izraža le nekaj primarnih 
elementov virusnega genoma za sestavo virusnih delcev. Uporaba ločenih konstruktov 
zmanjša možnost nastanka replikacijsko kompetentnih virusov, ker bi bilo za ponovno 
vzpostavitev divjega tipa potrebnih več rekombinacijskih dogodkov (Soneoka in sod., 1995). 
 
Za vnos transkripcijskih dejavnikov v celico so bili največkrat uporabljeni retrovirusni 
vektorji pridobljeni iz MMLV (angl. Moloney murine leukaemia virus), ki lahko prenesejo 
okoli 8 kbp genskega materiala v genom deleče se celice in lentivirusni vektorji, ki običajno 
izhajajo iz virusa HIV (angl. Human immunodeficiency virus) in imajo nekoliko večjo 
kapaciteto (8-10 kbp) in večjo učinkovitost okuževanja donorskih celic v primerjavi z MMLV 
retrovirusnimi vektorji, saj okužujejo tudi nedeleče se celice (Stadtfeld in sod., 2008; 
González in sod., 2011). Retrovirusne vektorje pogosto uporabljamo za prenos genov, saj 
njihovo biologijo dobro poznamo in imajo visoko transdukcijsko učinkovitost. Integracija v 
genom je stabilna, se torej deduje v naslednjo generacijo, ker je naključna pa lahko privede do 
insercijske mutageneze (Shao in Wu, 2010). Učinkovitost vzpostavitve iPMC z uporabo 
MMLV retrovirusov, s katerimi vstavimo vsakega od OSKM transkripcijskih dejavnikov 
ločeno je ~ 0,1% pri mišjih fibroblastih in ~ 0,01% v človeških fibroblastih (González in sod., 
2011). Lentivirusni vektorji imajo nekoliko višjo učinkovitost vzpostavitve iPMC kot 
retrovirusni vektrji (Yu in sod., 2007). 
 
Čeprav se zaporedja za vstavljene eksogene transkripcijske dejavike sčasoma utišajo z de 
novo DNA metilacijo, se lahko spontano reaktivirajo v celični kulturi in med diferenciacijo. 
Poleg tega naključne virusne insercije lahko povzročijo aktivacijo gostiteljskih onkogenov, 
kar lahko vodi do tumorogenosti (Aoi in sod., 2008). Naključna integracija v celico tudi 
pomeni, da so vzpostavljene iPMC heterogene, zato je potrebna natančna karakterizacija 
vzpostavljenih linij, da bi našli celice, ki so ustrezno reprogramirane (Stadtfeld in 
Hochedlinger, 2010; Okita in sod., 2007). Pomembna nadgradnja metode je bila uporaba 
policistronskega vektorja, saj s tem zmanjšamo število integracij vektorja v genom. Takšni 
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konstrukti vsebujejo peptidna zaporedja 2A (angl. self-cleaving-2A-peptide sequence) iz 
virusa slinavke in parkljevke (angl. FMDV / foot-and-mouth disease virus) ali drugih 
picornavirusov. Ko je peptidno zaporedje 2A vstavljeno med dve cDNA na kodirajočem 
zaporedju omogoči ribosomu prevajanje večih proteinov iz enega odprtega bralnega okvirja. 
Po prevajanju policistronskega zaporedja sledi cepljenje spojenih proteinov na mestih 2A, kar 
vodi do oblikovanja posameznih funkcionalnih proteinov. Do cepitve na mestu 2A pride 
zaradi ribosomskega preskoka tvorbe peptidne vezi na C-terminalnem delu peptida 2A. Vsi 
peptidi 2A imajo na C-terminalnem delu visoko ohranjeno zaporedje, ki je bistveno za 
ustvarjanje sterične ovire, kar omogoči preskakovanje ribosoma. Cepitev se zgodi med 
glicinom in prolinom, kar pomeni, da bo imel predhodno preveden protein na koncu dodanih 
nekaj amniokislin, naslednji protein pa se bo začel z prolinom (Szymczak-Workman in sod. 
2012). Prednost policistronskega konstrukta je uravnotežena količina vseh proteinov v 
konstruktu, kar je pomembno za začetek reprogramiranja in ohranjanje pluripotentnosti 
(González in sod., 2011). Če uporabimo policistronski konstrukt s peptidnim zaporedjem 2A 
in enako orientiranima mestoma loxP na obeh straneh konstrukta, lahko uspešno 
reprogramiramo somatske celice in s prehodnim izražanjem rekombinaze Cre izrežemo 
vstavljen konstrukt. Namesto sistema Cre-loxP lahko uporabimo tudi Tet-inducibilni sistem, 
ki v kombinaciji z doksiciklinom, omogoči nadzor nad izražanjem transgenov. V Tet-OFF 
vektorjih se izražanje genov vklopi, ko tetraciklin ali doksiciklin odstranimo iz gojišča, 
medtem ko Tet-ON sisteme induciramo z dodatkom doksiciklina (González in sod., 2011). 
5.1.2 Transfekcija linearne DNA 
Če se želimo izogniti uporabi virusnega vektorja, je transfekcija linearne DNA dobra 
alternativa. Ne-virusni vektorji so veliko cenejši in lažji za proizvodnjo v velikih količinah in 
imajo nizko imunogenost, kar omogoča večkratne transfekcije. V primerjavi z virusnimi 
vektorji je ta metoda bolj varna, učinkovitost vnosa pa je veliko nižja, saj le majhno število 
celic prejme celoten set transkripcijskih dejavnikov (Groll in sod., 2006). Linearna DNA se 
lahko vgradi v genom celice, kar omogoči konstitutivno izražanje transkripcijskega dejavnika. 
Uporaba policistronskega vektorja, ki omogoča izražanje večih cDNA, reguliranih z enim 
promotorjem, v kombinaciji s Cre-loxP sistemom omogoča izbris vnesenega zaporedja za 
transkripcijske dejavnike. S tem izboljšamo diferenciacijski potencial celic in preprečimo 
ponovno konstitutivno izražanje vstavljenega konstrukta, kar zmanjša onkogeni potencial 
celic. Tak sistem je dokaj preprost, vendar neučinkovit, zato zahteva transfekcijo velikega 
števila celic in ni primeren za celične tipe, ki jih je težko vzdrževati v kulturi (González in 
sod., 2011). 
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5.1.3 Transpozonski vektorji 
Transpozonski elementi ali transpozoni so deli DNA, ki lahko menjajo položaj v genomu in 
se prenašajo s transpozicijo. Poleg zapisa, ki omogoča transpozicijo (zapis za encim 
transpozazo), lahko transpozonski vektorji vsebujejo tudi zapis za reporterski gen. 
Transpozoni pa so lahko tudi močno škodljivi elementi, saj lahko z naključno vstavitvijo v 
genom povzorčijo mutacijev funkcionalnih regijah. Glede na mehanizem transpozicije jih 
lahko razdelimo v dva razreda: transpozoni razreda I / retrotranspozoni, ki se najprej prepišejo 
v RNA, nato se s pomočjo reverzne transkriptaze prepišejo nazaj v DNA in se vstavijo na 
novo mesto v genomu (''kopiraj - prilepi'' sistem), in transpozoni razreda II, ki skačejo 
direktno iz enega na drug del genoma s pomočjo transpozaze (''izreži - prilepi'' sistem) (Shao 
in Wu, 2010). 
 
Transpozonski vektorji bi potencialno lahko rešili probleme z rutinsko uporabljanimi 
virusnimi vektorji, saj lahko konstrukte stabilno integrirajo v gostiteljski genom s samo eno 
transfekcijo, ter omogočijo dolgotrajno izražanje transgena (Borgohain in sod., 2019). Najbolj 
obetavna transpozonska vektorja za pridobivanje iPMC sta tenutno piggyBac (PB) in Sleeping 
Beauty (SB). Ta sistema sta sestavljena iz donorskega plazmida z enim ali več transgenov 
med ITR (obrnjena končna ponovitev / angl. inverted terminal repeat) regijama, ki so ključne 
za transpozicijo, in dodatnega (angl. helper) ekspresijskega plazmida, ki nosi gen za 
transpozazo (Kumar in sod., 2015). Sistemi, ki transgen izrežejo z uporabo Cre-loxP sistema 
po prehodnem izražanju Cre rekombinaze pustijo na genomu »brazgotino«, ki vključuje loxP 
mesto, medtem ko transgen, izrezan s pomočjo prehodnega izražanja transpozaze, ne pusti 
sledi na genomu (González in sod., 2011). Običajno transpozonski vektorji sestojijo iz enega 
policistronskega donorskega plazmida, kar omogoči stehiometrično (izražanje ekvivalentnih 
količin) izražanje proteina in drastično zmanjša število potrebnih insercij. Med izražanjem 
transpozaze se lahko zgodi ponovna integracija transpozonskega elementa v genom, čemur se 
lahko izognemo s transpozazo, ki je kompetentna za izrez transpozonskega elementa in 
defektna za njegovo integracijo (Borgohain in sod., 2019). Poleg tega izrez s transpozazo ni 
vedno čisto natančen – v 5 % transpozicij je v genomu mišje fibroblastne celice prišlo do 
sprememb, poleg tega pa lahko pogoste transpozicije v različne dele genoma pred 
odstranitvijo transpozonskega elementa za sabo pustijo genomski odtis v obliki mikromutacij 
in kromosomskih prerazporeditev (Wang in sod., 2008). Reprogramiranje somatskih celic s 
takšno metodo ima veliko prednosti saj je tehnično lahko izvedljivo, poleg tega pa se 
transgeni vgrajeni s transpozoni lahko izrežejo, brez da bi na genomu pustili sledi. Vendar pa 
je reprogramiranje s transpozoni dokaj neučinkovito, kar je problem zlasti pri celicah, ki se jih 
težko transficira (Shao in Wu, 2010). 
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5.1.3.1 PiggyBac transpozoni 
PB (PiggyBac) transpozoni delujejo po načelu ''izreži - prilepi'', njihova kapaciteta je več kot 
200 kbp. PB transpozoni imajo visoko transpozazno aktivnost in so uspešni pri transformaciji 
in izražanju transgenov v sesalskih celicah, saj PB transpozaza integrira insert v TTAA mesta 
v genomu, pričakovana frekvenca TTAA ponovitev v genomu sesalcev pa je ena na vsakih 
256 bp DNA zaporedja (Woodard in Wilson, 2015; Shao in Wu, 2010). PB transpozaza 
omogoči transgenu, ki ga nosi PB transpozon, da se vključi v eno od naključno izbranih 
TTAA mest v genomu gostitelja. Transpozaza transgen izreže iz transpozona in prilepi v 
genom. Število insercij lahko kontroliramo s pomočjo razmerja med količino transpozaze in 
transpozona. Visoka razmerja med encimom in transpoznom omogočajo večje število 
integracij v genom. Za izrez transgena brez brazgotine na genomu uporabimo encim, ki 
omogoča samo izrez elementa (angl. excision-only transposase). Gre za vektor, katerega 
učinkovitost reprogramiranja je 0,02 - 0,05 % (Borgohain in sod., 2019).  
5.2 METODE BREZ INTEGRACIJE DNA V GENOM 
5.2.1 Adenovirusni vektorji 
Adenovirusni genom je DNA vijačnica sestavljen iz 8 zgodnjih transkripcijskih enot in pozne 
transkripcijske enote, ki jih na vsakem koncu obdaja ITR regija. Virus se s proteini na 
ovojnici pritrdi na receptor na gostiteljski celici in z endocitozo vstopi vanjo. Kapsida se 
sprosti iz endosoma in se razgradi, virusna DNA, pa potuje v jedro gostiteljske celice. 
Adenovirusni genom se ne vgradi v genom gostitelja, ampak ostane v episomalnem stanju v 
jedru celice (Shao in Wu, 2010). 
 
Adenovirusni vektorji ne povzročajo modifikacij genoma gostitelja. Prav tako lahko 
modificiramo kapsido in s tem njihov tropizem preusmerimo na druga tkiva. Če želimo 
adenovirus uporabiti kot vektor je najprej potrebno odstraniti gene povezane z virulenco, saj 
za vnos transkripcijskih dejavnikov v tarčno celico uporabljamo replikacijsko defektne viruse 
(Shao in Wu, 2010). Čeprav adenovirusni vektorji lahko uspešno reprogramirajo različne 
celične tipe in omogočajo visoko izražanje transkripcijskih dejavnikov v celicah pa ta traja le 
3 - 8 dni, zaradi česar je učinkovitost reprogramiranja zelo nizka (0,0001 % – 0,001 %), kljub 
uporabi visokih titrov (Stadtfeld in sod., 2008; Shao in Wu, 2010). Prehodno izražanje genov 
je največja pomanjklivost teh vektorjev, saj neučinkovito in nekonsistentno izražanje 
transkripcijskih dejavnikov v celicah, ki je posledica celičnih mehanizmov za utišanje genov, 
lahko povzroči le delno reprogramiranje celic (Shao in Wu, 2010). Druga težava je 
potencialna možnost integracije virusne DNA v genom. Čeprav so bile s tem vektorjem 
proizvedene iPMC, brez integriranega konstrukta, so nekatere študije opisale redke primere, 
ko se je adenovirusni vektor integriral v genom sesalske celice. Ker so za reprogramiranje z 
adenovirusi potrebni visoki titri virusa, to še poveča možnost integracije vektorja (Stadtfeld in 
sod., 2008; Zheng in sod., 2000). 
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Za pripravo varnih in ne-replikativnih vektorjev so razvili adenovirusne vektorje prve 
generacije, ki vsebujejo celoten virusni genom, razen regije E1. Ta gen kodira protein, ki 
inducira začetek transkripcije. Čeprav se taki virusi in vivo ne morejo deliti, pa so še vedno 
močno citotoksični, kar v telesu sproži imunski odziv proti transficiranim celicam. V drugi 
generaciji vektorjev so se tej težavi poskusili izogniti z izbrisom večine genov v zgodnji 
transkripcijski enoti virusa, kar je kapaciteto vektorja povečalo za 14 kbp, vendar je tak vektor 
zaradi ostankov virsnih genov še vedno sprožil imunski odziv in vivo. Tretja generacija 
adenovirusnih vektorjev (angl. gutless adenovirus ali helper-dependent adenovirus) zaenkrat 
še ni bila uporabljena pri vzpostavitvi iPMC. Ti virusi so brez vseh kodirajočih virusnih 
genov in vsebujejo le signal za pakiranje ter 3' in 5' ITR s čimer vektor dobi večjo kapaciteto 
(~ 36 kbp). Takšni vektorji so manj citotoksični in imunogeni in lahko zato omogočijo daljše 
izražanje transgena, s čimer se bo verjetno znižala potreba po visokih virusnih titrih, in s tem 
zmanjšala nevarnost potencialne integracije v genom iPMC (Borgohain in sod., 2019). 
5.2.2 Plazmidni, majhni krožni in episomalni vektorji 
5.2.2.1 Plazmidi vektorji 
Metoda plazmidne transfekcije je preprosta za izvedbo, vendar je učinkovitost 
reprogramiranja precej nižja (1 - 29 kolonij od 1.000.000 transfeciranih celic) kot z virusnimi 
metodami (Shao in Wu, 2010; Gonzalez in sod. 2011). Obstajata dve veliki pomankljivosti 
tega pristopa; reprogramiranje je omejeno z učinkvitostjo protokola za transfekcijo tarčnega 
tipa celic, hkrati pa omogoči le prehodno transfekcijo, kar zahteva številne ponovitve 
transfekcije, saj se plazmidi ne morejo podvojevati v sesalskih celicah. Ponavljajoče se 
transfekcije so stresne za transficirane celice (Shao in Wu, 2010). Sprva so bili dejavniki 
reprogramiranja vnešeni v celice na ločenih plazmidih, vendar je s takšnim pristopom 
učinkovitost reprogramiranja zelo nizka, saj le manjši delež celic prejme celotni set 
transkripcijskih dejavnikov, hkrati pa je metoda delovno zahtevna. Z razvojem policistronskih 
vektorjev vse dejavnike dostavmo z enim plazmidom, kar omogoči stehiometrično in hkratno 
izražanje dejavnikov reprogramiranja, vendar pa se je zaradi velikosti inserta zmanjšala 
učinkovitost transfekcije v primerjavi z majhnimi plazmidi (Shao in Wu, 2010; Gonzalez in 
sod. 2011). Problem pri reprogramiranju s plazmidnimi vektorji je tudi, da obstaja verjetnost, 
da se plazmid integrira v genom celice, kar izniči namen uporabe transfekcije s plazmidom za 
vzpostavitev iPMC brez integracije transgenov. Čeprav je frekvenca rekombinacij zelo nizka, 
je potreben natančen pregled genoma iPMC (Gonzalez in sod., 2009). Še ena pomembna 
težava pri uporabi plazmidne transfekcije je prisotnost bakterijskih zaporedij, ki lahko 
povzročijo imunski odziv in utišajo vstavljene transgene. Da bi odpravili te omejitve in 
zagotovili daljše, stabilno izražanje transgenov so bili razviti majhni krožni (angl. minicircle) 
vektorji (Borgohain in sod., 2019). 
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5.2.2.2 Majhni krožni vektorji (angl. minicircles) 
Majhni (~4 kb) krožni vektorji so plazmidni derivati brez prokariontskih vektorskih delov in 
zato ne sprožajo imunskega odziva, kar podaljša čas izražanja transgena. Se ne integrirajo v 
genom in imajo višjo učinkovitost transfekcije kot plazmidi, saj z njimi lahko uspešno 
transficiramo tudi celice, kjer je transfekcija s plazmidi neučinkovita (Jia in sod., 2010). 
Vendar pa se, tako kot plazmidi, majhni krožni vektorji ne morejo sami podvojevati in zato je 
čas izražanja kratek in je za uspešno reprogramiranje potrebna večkratna transfekcija, kar 
zniža viabilnost celic. Učinkovitost transfekcije je običajno nizka, z uporabo policistronskega 
vektroja so lahko dosegli učinkovitost le do 0,005 % (Borgohain in sod., 2019). 
5.2.2.3 Episomalni vektorji 
Običajni plazmidni vektorji nimajo zmožnosti, da bi se sami replicirali v sesalski celici, zaradi 
česar je izražanje transkripcijskih dejavnikov le prehodno. Zato so bili razviti episomalni 
vektorji, ki se lahko brez integracije v genom gostisteljske celice avtonomno podvojujejo kot 
ekstra-kromosomalni element, tako v delečih kot nedelečh celicah (Yu in sod., 2009). S tem 
zagotovimo daljši čas izražanja transkripcijskih dejavnikov v celic, z le eno transfekcijo, za 
dolgoročno izražanje gena skozi več generacij (Shao in Wu, 2010; Borgohain in sod., 2019). 
Z gojenjem celic brez selekcijskih gojišč, se episomi počasi izgubijo ( ~5 % na delitev celice) 
zaradi napak pri replikaciji, kar omogoča nastanek iPMC brez genomske integracije ali 
genetskih sprememb. Učinkovitost reprogramiranja s to metodo je odvisna od tipa celice, ki 
se reprogramira – fibroblasti do 0,01 % in epitelne celice do 1,4 % (Drozd in sod., 2015).  
5.2.3 Reprogramiranje z mRNA 
Da bi se lahko pri reprogramiranju somatskih celic popolnoma izognili uporabi DNA in 
virusov, ter tako preprečili možnost integracije v genom, hkrati pa učinkovito reprogramirali 
različne donorske celice, so razvili metodo, ki omogoča reprogramiranje z direktnim vnosom 
mRNA za transkripcijske dejavnike pluripotentnosti. mRNA se v citoplazmi z enim korakom 
prevede v protein, kar povzoroči hitro prisotnost transgena, ter omogoča dokaj natančno 
uravnavanje ekspresije transgenih proteinov (Warren in Lin, 2018). Sistem omogoča vnos 
večih različnih mRNA, kar omogoča kontrolo nad stehiometrijo med koncentracijami 
transkripcijskih dejavnikov (Verma in Sumer, 2015). Ko se specifična zaporedja vnešene 
mRNA prevedejo v proteine, se transkripcijski dejavniki vežejo na promotorska zaporedja 
DNA in s tem uravnavajo izražanje genov. To povzroči spremembe v regulaciji izražanja 
genov - utišanje genov povezanih z diferenciacijo in povečanje izražanja genov za 
pluripotenco (Kim in sod., 2009). 
 
Problem reprogramiranja s sintetično mRNA je potencialni imunski odziv sesalskih celic, ki 
zavre translacijo eksogenega transkripta in sproži kaskado citotoksičnih odzivov, ter 
nestabilnost RNA molekule, ki omogoča le kratkotrajno izražanje transgena. Za povečanje 
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stabilnosti mRNA molekul so potrebne modifikacije v njeni strukturi. Splošna struktura 
kemično modificirane mRNA (cmRNA, angl. chamically modified RNA) poveča stabilnost, 
zmanjša imunogenost in v nekaterih primerih poveča translacijsko učinkovitost. Tipične 
komponente cmRNA vključujejo:  
a) 7-metilguanozinsko (m7G) strukturo na 5' koncu molekule (angl. 5'-Cap), ki omogoči 
visoko afiniteto RNA molekule do dejavnika za iniciacijo translacije 4E, hkrati pa ima ta 
struktura nizko afiniteto do encimov, ki katalizirajo razpad mRNA molekul (angl. mRNA 
decapping enzymes), 
b) neprevedena območja (5'-UTR in 3'-UTR), običajno pridobljena iz β-globinske mRNA, kar 
daje molekuli stabilno terciarno strukturo, 
c) odprt bralni okvir, ki vsebuje modificirane nukleozide, kar zmanjša imunogenost in  
d) poli-adeninski (poly-A) rep (odsek 100–200 adeninskih nukleotidov) na 3' konec molekule, 
kar pomembno vpliva na stabilnost in translacijo mRNA (Badieyan in Evans, 2019). 
Antivirusni odziv po transfekciji z mRNA se lahko odpravi s sočasno transfekcijo s siRNA, ki 
utiša ključne gene v imunskem odzivu celic (Angel in Yanik, 2010). Za zmanjšanje 
imunogenosti mRNA se v gojišče lahko dodaja rekombinantni protein B18R, ki se veže na 
receptor za interferon tipa I, iz genoma Vaccinia virusa, s čimer se upočasni antivirusni 
celični odziv (Warren in Lin, 2018). V isti raziskavi so predstavili tudi uporabo mRNA z 
modificiranimi nukleozidi. Tollu podobni receptorji - TLR (angl. toll-like receptors) se 
namreč močneje odzovejo na RNA z običajnimi nukleozidnimi bazami (uridin, citidin), zato 
so le-te zamenjali z pseudouridinom, 5-metil-uridinom in 5-metil-citidinom (Karikó in sod., 
2005) in tako zmanjšali citotoksičnost. Z uporabo modificirane mRNA, v kombinaciji z B18R 
inhibitorjem interferona, je mogoče več kot dvakrat dnevno transficirati celice z mRNA z zelo 
nizkim imunskim odzivom (Warren in sod., 2010). Problem še vedno ostaja dokaj hitra 
razgradnja mRNA v citoplazmi (12–24 h) (Warren in Lin, 2018). Z optimizacijo protokola z 
modificirano mRNA je bilo mogoče pri večih fibroblastnih linijah doseči popolno 
reprogramiranje v manj kot 20 dneh, kar je zelo hitro v primerjavi s konvencionalnimi 
virusnimi metodami, ki za reprogramiranje celic potrebujejo 30 dni (Warren in Lin, 2018). Za 
nadaljno optimizacijo protokola je pomembno, da se zmanjša število potrebnih transfekcij in s 
tem delovna intenzivnost metode. Izboljšani protokoli so še pospešili hitrost indukcije iPMC z 
dodajanjem različnih dejavnikov v v gojišča, uporabo himernih transkripcijskih dejavnikov z 
več transaktivacijskimi domenami in s sočasno transfekcijo z miRNA-367/302. S takšnimi 
pristopi lahko iPMC iz humanih fibroblastov pridobimo s samo štirimi transfekcijami mRNA 
(Warren in Lin, 2018). 
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5.2.4 Reprogramiranje z mikroRNA 
Do sedaj je bilo identificiranih več razredov mikroRNA (miRNA), ki se izražajo v EMC in 
igrajo pomembno vlogo pri ohranjanu fenotipa teh celic. Za izražanje miRNA ni potrebna 
translacija v protein, kar omogoči hitro zaustavitev translacije mRNA in vpliva na njeno 
stabilnosti. Ena miRNA lahko regulira izražanje veliko različnih mRNA, zato lahko izražanje 
zgolj ene miRNA omogoči hitro vzpostavitev sprememb v fenotipu celice (Anokye-Danso in 
sod., 2011). V EMC miRNA specifično delujejo na gene povezane z ohranjanjem 
pluripotence - transkripcijske dejavnike, gene povezane s celičnim ciklom in gene povezane z 
epigenetsko regulacijo. Eden pomembnejših za regulacijo pluripotentnosti je na primer 
skupek miR-302/367, ki se izraža v pluripotentnih celicah in vivo in in vitro. Skupekmi R-
302/367 je sestavljen iz petih miRNA in se izraža kot policistronski konstrukt (Verma in 
Sumer, 2015; Anokye-Danso in sod., 2011). miRNA s svojo aktivnostjo utišajo gene, ki 
zavirajo pluripotenco. To so geni, ki so vključeni v regulacijo celičnega cikla in epigenetski 
regulatorji (Verma in Sumer, 2015; Anokye-Danso in sod., 2011). Za nekatere razrede 
miRNA je bilo dokazano, da v kombinaciji z OSKM transkripcijskimi dejavniki povečajo 
učinkovitost celičnega reprogramiranja (Judison in sod., 2009). Z vnosom miR-302/367 lahko 
za nekaj velikostnih redov povečamo učinkovitost reprogramiranja metod, ki temeljijo na 
vnosu OSKM, zaradi česar bi bila lahko ta metoda zelo uporabna za produkcijo iPMC v 
večjih količinah (Anokye-Danso in sod., 2011). Tudi samo z izražanjem skupine genov miR-
302/367, je mogoče mišje in človeške fibroblaste reprogramirati v pluripotentno stanje, brez 
dodatnega izražanja transkripcijskih dejavnikov, vendar ob dodatku inhibitorja histonske 
deacetilaze - valproične kisline (Anokye-Danso in sod., 2011). Z dodatkom valproične kisline 
(VPA) inhibiramo gen za histonsko deacetilazo 2 (HDAC2), ki ima pomembno vlogo v 
regulaciji izražanja genov (Verma in Sumer, 2015; Anokye-Danso in sod., 2011). Metoda z 
vnosom miR302/367 se uporablja predvsem v kombinaciji z drugimi metodami, saj lahko 
bistveno izboljša njihovo učinkovitost. 
5.2.5 Reprogramiranje z rekombinantnimi proteini 
Zanimanje za reprogramiranje s proteini se je začelo, ko so ugotovili, da s tretmajem 
somatskih celic s proteinskim ekstraktom EMC lahko induciramo epigenetsko 
reprogramiranje. V prvotnih študijah so proteinske ekstrakte v celice vnesli s permeabilizacijo 
membran z reagentom streptolysin-O (SLO) (Nordin in sod., 2017). Kasneje je več študij 
dokazalo, da je proteine možno vstaviti v celico brez permeabilizacijskega reagenta, tako in 
vivo kot in vitro, če jih spojimo s peptidnimi zaporedji, ki mediirajo transdukcijo. Ta 
zaporedja imenujemo proteinske transdukcijske domene / PTD (angl. protein transduction 
domains). Ti peptidi so sposobni učinkovito vstopati v celice, bodisi sami, ali povezani s 
''tovorom'', kot so peptidi, proteini, oligonukleotidi, pDNA ali liposomi (El-Sayed in sod., 
2009; Ziegler in sod., 2005; Nordin in sod., 2017).  
  
Osovnikar P. Metode reprogramiranja somatskih celic. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
13 
 
Rekombinantni biološko aktivni proteini, ki so vezani na PTD molekulo, so lahko 
translocirani skozi membrano preko dveh mehanizmov: 
a) direkna penetracija, ki se začne z elektrostatično interakcijo med negativno nabitimi deli 
celične membrane in pozitivno nabitimi aminokislinami na PTD, zaradi česar se 
hidrofobnost PTD-jev poveča, kar poveča zmožnost interakcije med PTD-jem in lipidno 
membrano in omogoči hiter prehod PTD in tovora v celico, in 
b) endocitoza, kjer PTD molekula s tovorom preide v celico s pomočjo endosoma 
(Chandrima in sod., 2017). 
Dostava proteinov v celico s PTD-ji ima veliko prednosti: možnost vnosa makromolekul v 
tarčne celice ne glede na tip celice, vnos je zelo učinkovit, proteini so nizko citotoksični, 
omogočajo časovno in koncentracijsko regulacijo in ne povzročajo genskih sprememb v 
gostiteljski celici (Nordin in sod., 2017). 
 
Z metodo proteinske transdukcije so humane iPMC prvič pridobili leta 2009, z večkratno 
transdukcijo s celičnim ekstraktom iz stabilnih HEK293 celičnih linij, ki so izražale 4 
dejavnike reprogramiranja (OSKM), združene s PTD Arginin-9 (R9) (Kim in sod., 2009). 
Celične linije za uspešno reprogramiranje s to metdo potrebujejo okoli 8 tednov, kar je 
dvakrat več časa, kot ga potrebujemo za proizvodnjo iPMC z virusno transdukcijo. Tudi 
učinkovitost reprogramiranja je, v primerjavi z virusnimi protokoli (~ 0,01 %), nizka in je 
približno 0,001 %, (Kim in sod., 2009a). 
5.2.6 Kemijsko reprogramiranje z majhnimi molekulami 
Majhne molekule so razred naravnih in sintetičnih kemikalij, ki lahko zaradi nizke 
molekulske mase brez težav vstopajo v celice. V celicah aktivirajo / inhibirajo specifične 
signalne poti, epigenetske procese ali druge celične procese in tako somatsko celico 
reprogramirajo brez uporabe heterolognega genskega materiala ali proteinov. Leta 2010 so 
ugotovili, da je več kemičnih spojin, v kombinaciji s transkripcijskim dejavnikom Oct4, 
dovolj za reprogramiranje somatskih celic. Zamenjava Oct4 z majhno molekulo forskolina, pa 
je leta 2013 omogočila vzpostavitev popolnoma kemično induciranih pluripotentnih celic, z 
uporabo sedmih majhnih molekul (VPA, CHIR99021, E-616452, tranilcipromin, forskolin, 
DZNep in TTNPB). Učinkovitost reporgramiranja s to metodo je bila do 0,2 % (Hou in sod., 
2013). Nadaljnje izboljšave metode kemijskega reprogramiranja so omogočile doseganje še 
višje učinkovitosti reprogramiranja, kar so dosegli s specifično kombinacijo majhnih molekul 
(AM580, EPZ004777, SGC0946 in 5-aza-2-deoksicitidinom (5-aza-dC)) (Xie in sod., 2017; 
Hou in sod., 2013). 
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Majhne molekule lahko regulirajo izražanje genov preko štirih mehanizmov: 
a) kot modulatorji signalnih poti, ki aktivirajo ali inhibirajo komponente pomembne za 
signalno transdukcijo;  
b) kot modulatorji epigenetskih encimov, ki uravnavajo aktivnost epigenetskih kompleksov 
(metilacija DNA, acetilacija in metilacija histonov);  
c) kot regulatorji metabolizma, ki uravnavajo stanje celice in spremenijo ravnovesje 
metabolitov (ki na primer služijo kot ko-dejavniki za epigenetske encime); in  
d) kot regulatorji jedrnih receptorjev, ki direktno nadzorujejo transkripcijo (Yu in sod., 
2014). 
Kemijsko reprogramiranje najprej vodi v nastanek celic, ki so podobne ekstra-embrionalnemu 
endodermu (t.i. »XEN« celice, angl. extraembryonic endoderm-like), potem pa pride do 
prehoda iz XEN-podobnih celic v iPMC. Kemično inducirane XEN-podobne celice se lahko s 
pomočjo majhnih molekul diferencirajo v različne celične tipe (trans-diferenciacija), ali pa v 
iPMC (reprogramiranje), ki se lahko nato diferencirajo v predniške in nadalje v popolnoma 
diferencirane celične tipe. Problem pri reprogramiranju z majhnimi molekulami je njihovo 
nespecifično delovanje, kar predstavlja izziv za njihovo uporabo in razlago njihovih učinkov, 
saj ima majhna molekula lahko več tarč. Pred njihovo uporabo v klinične namene je potrebno 
raziskati in v celoti pojasniti mehanizme, na katerih temelji njihovo delovanje, ugotoviti 
kakšne so optimalne koncentracije, odziv na odmerke in čas izpostavljenosti, ter kakšni so 
sinergijski učinki majhnih molekul (Biswas in Jiang, 2016). 
5.2.7 Reprogramiranje z aktivatorji CRISPR (CRISPRa) 
V sistemih CRISPR (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats / gruče 
enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev) tipa II obstajajo tri bistvene 
komponente, ki so pomembne za delovanje sistema: protein Cas9 (angl. CRISPR associated 
protein 9), crRNA (CRISPR RNA) in tracrRNA (angl. trans-activating crRNA). Kompleks je 
sposoben rezati DNA zaporedje, ki je komplementarno crRNA in se nahaja v bližini mesta 
PAM (angl. protospacer adjacent motif). Sprememba, ki je naredila uporabo sistema v 
biotehnologiji še preprostejšo, je bila spojitev crRNA in tracrRNA v eno samo molekulo –
sgRNA (angl. single guide RNA) (Jinek in sod., 2012). Poleg uporabe za urejanje genomam 
ima tehnologija CRISPR-Cas9 velik potencial tudi za uravnavanje izražanja genov. Z 
modificiranim Cas9-sgRNA kompleksom lahko na specifična DNA zaporedja pripeljemo 
širok spekter efektorjev ali označevalcev.  
 
Za pridobivanje iPMC je bil razvit modificiran sistem CRISPR-Cas9, imenovan CRISPERa 
(angl. CRISPR-Cas9-based gene activation), ki vsebuje mutiran Cas9 encim brez 
endonukleazne aktivnosti (angl. dead Cas9 - dCas9) (La Russa in Qi, 2015). Ko se dCas9 
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veže na DNA zaporedje predstavlja sterično prepreko za RNA polimerazoin tako prepreči 
prepis. Poleg zaustavitve prepisa tarčnega gena pa lahko s spojitvijo dCas proteina z 
različnimi aktivacijskimi ali inhibitornimi domenami (npr. transkripcijskimi dejavniki) 
reguliramo izražanje določenega gena in tako upravljamo z biološkimi procesi v celici (La 
Russa in Qi., 2015). Če s sgRNA ciljamo na promotorje genov povezanih s pluripotenco, 
lahko na ta način dosežemo povišano izražanje teh genov. V študiji so v celično kulturo 
primarnih humanih fiborblastovs pomočjo elektroporacije vstavili episomalni podvajajoči se 
plazmid dCas9-VPH, ki vsebuje zapis za p53 shRNA (angl. short hairpin RNA), plazmid z 
zapisom za sgRNA, ki cilja Alu motive (visoko ohranjeni motivi, ki se nahajajo v regulatornih 
regijah genov in sodelujejo pri aktivaciji genoma zarodka), plazmid za sgRNA, ki imajo 
tarčna mesta za promotorje transkripcijskih dejavnikov OCT4, MYC, KLF4, SOX2 in 
LIN28A (OMKSL) in dodatni plazmid sgRNA za KLF4 in MYC (KM) promotorje, s čimer 
so uspešno pridobili kolonije z značilnostmi iPMC (Weltner in sod, 2018). shRNA deluje 
preko RNA interference in omogoča dolgotrajno utišanje gena za protein p53. Ta v več-
celičnih organizmih deluje kot supresor tumorjev in mutacij genoma, ter usmerja proliferacijo 
in diferenciacijo celic. Transkripcijski dejavnik p53 ob zaznani napaki v genomu ustavi 
celični cikel in tako omogoči čas za popravilo poškodovane DNA, ali pa sproži programirano 
celično smrt. p53 zavira reprogramiranje, zato je za povečanje uspešnosti reprogramiranja 
potrebno njegovo utišanje, kar pa je problematično zaradi povečane možnosti mutacij na 
celicah, tudi če je utišanje samo prehodno (Solozobova in Blattner, 2011). Nizka osnovna 
učinkovitost reprogramiranja se lahko izboljša za en velikostni red s ciljanjem visoko 
ohranjenih Alu motivov (Weltner in sod, 2018). Učinkovitost reprogramiraja z uporabo 
CRISPRa se lahko še izboljša z indukcijo dodatnih genov za pluripotenco. Prav tako se lahko 
CRISPR-dCas9 metoda reprogramiranja kombinira z drugim pristopi, kot so miRNA, mRNA 
in majhne molekule, kar še poveča učinkovitost in specifičnost reprogramiranja (Weltner in 
sod., 2018). 
 
Metoda z uporabo CRISPR-dCas9 sistema je dokaj preprosta za uporabo, lahko deluje na 
veliko različnih tarčnih mest in se lahko uporablja na praktično vseh celičnih tipih, tako in 
vitro kot in vivo. Čeprav je sistem z oblikovanjem sgRNA za ciljanje tarčnih mest dokaj 
preprost, se pri kompleksnih genomih, ki vsebujejo zaporedja homologna tarčnemu, lahko 
pojavijo t.i. izven-tarčni učinki (angl. off-target effects), kar pomeni, da lahko s takšnim 
sistemom naključno vplivamo tudi na številne druge procese v celici, ki jih nismo želeli 
regulirati. Imunogenost sistema je odvisna od tega, kako plazmide s CRISPR-Cas9 dostavimo 
v celico (Lino in sod., 2018; Weltner in sod, 2018). 
6 ZAKLJUČEK 
Odkritje procesa reprogramiranja celic je imelo velik vpliv na raziskave v biologiji in 
medicini, ter aplikativno rabo v regenerativni medicini. Zaradi relativno preprostih in etično 
sprejemljivih metod pridobivanja iPMC, njihovega pluripotentnega značaja ter hkrati majhne 
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možnosti imunskega odziva (zaradi genetske skladnosti s pacientom), so iPMC obetavna 
zamenjava za hEMC. V zadnjem času so poglobljene raziskave genoma in epigenoma 
pokazale mnoge majhne, a pomembne razlike med EMC in iPMC, kar omejuje njihov 
potencial za aplikativno rabo v medicini. Med procesom reprogramiranja namreč lahko pride 
do genomskih sprememb ali pa proces reprogramiranja ni popoln, zaradi česar teh celic ne 
moremo uporabiti za zdravljenje pacientov.  
 
Z izboljšanjem protokolov in boljšim razumevanjem mehanizmov reprogramiranja in 
pluripotence bodo aplikacije iPMC v medicini postale dostopnejše. V diplomski nalogi smo 
opisali obstoječe metode reprogramiranja, primerjali načine vnosa transkripcijskih 
dejavnikov, učinkovitost metod, ter njihove pozitivne in negativne lastnosti. Rezultate smo 
predstavili v obliki preglednice (Preglednica 1), ki lahko služi za izbor optimalne metode 
reprogramiranja, glede na namen nadaljne rabe reprogramiranih celic. 
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Nizka učinkovitost: < 0,01 %        Povprečna učinkovitost: 0,01 - 0,1 %        Visoka učinkovoitost: > 0,1 % 
7 VIRI  
Angel M.,in Yanik, M. F. 2010. Innate immune suppression enables frequent transfection 
with RNA encoding reprogramming proteins. PLoS One, 5, 7: 1-7, doi: 
10.1371/journal.pone.0011756: 7 str. 
Anokye-Danso F., Trivedi C. M., Juhr D., Gupta M., Cui Z., Ying T., Zhang Y., Yang W., 
Gruber P. J., Epstein J. A., Morrise E. E. 2011. Highly efficient miRNA-mediated 
reprogramming of mouse and human somatic cells to pluripotency. Stem Cell, 8, 4: 376–
388 
Osovnikar P. Metode reprogramiranja somatskih celic. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
18 
 
Aoi T., Yae K., Nakagawa M., Ichisaka T., Okita K., Takahashi K., Chiba T., Yamanaka S. 
2008. Generation of pluripotent stem cells from adult mouse liver and stomach cells. 
Science, 1, 321: 699-702 
Badieyan Z. S., Evans T. 2019. Application of chemically codified mRNA in cell fate 
conversion and tissue engineering. Stem Cells Translational Medicine, 8, 8: 833-843 
Bilic J., Belmonte, J. C. 2011. Induced pluripotent stem sells versus embryonic stem cells: 
close enough or yet too far apart. Stem Cells, 30: 33-41 
Biswas D., Jiang P. 2016. Chemically induced reprogramming of somatic cells to pluripotent 
stem cells and neural cells. International Journal of Molecular Science, 17, 2: 226, doi: 
10.3390/ijms17020226: 14 str. 
Blau H. M., Brazelton T. R., Weimann J. M. 2001. The evolving concept of a stem cell: entity 
or function. Cell, 107, 7: 829-841 
Borgohain M. P., Haridhasapavalan K. K., Dey C., Adhikari P., Thummer R. P. 2019. An 
insight into DNA-free reprogramming approaches to generate integration-free induced 
pluripotent stem cells for prospective biomedical applications. Stem Cell Reviews, 15, 2: 
286-313 
Chandrima D., Gloria N., Kumar H. K., Borgohain M. P., Nibedita L., Thummer R. P. 2017. 
Cell-penetrating peptides as a tool to deliver biologically active recombinant proteins to 
generate transgene-free induced pluripotent stem cells. Studies on Stem Cells Research and 
Therapy, 3, 1: 6-15 
Chin M. H., Mason M. J., Xie W.,Volinia S., Singer M., Peterson C., Ambartsumyan G., 
Aimiuwu O., Richter L., Zhang I., Khvorostov I., Ott V., Grunstein M., Lavon N., 
Benvenisty N., Croce C. M., Clark A. T., Baxter T., Lowry W. E. 2009. Induced 
pluripotent stem cells and embryonic stem cells are distinguished by gene expression 
signatures. Stem Cell, 5, 1: 111-123 
Do J. T., Han D. W., Scholer H. R. 2006. Reprogramming somatic gene activity by fusion 
with pluripotent cells. Stem Cell Reviews, 4, 2: 257-264 
Do J. T., Schöler H. R. 2004. Nuclei of embryonic stem cells reprogram somatic cells. Stem 
Cell, 22, 6: 941-949 
Drozd A. M., Walczak M. P., Piaskowski S., Stoczynska-Fidelus E., Rieske P., Grzela D. P. 
2015. Generation of human iPSCs from cells of fibroblastic and epithelial origin by means 
of the oriP/EBNA-1 episomal reprogramming system. Stem Cell Research and Therapy, 
19, 6: 122, doi: 10.1186/s13287-015-0112-3: 17 str. 
El-Sayed A., Futaki S., Harashima H. 2009. Delivery of macromolecules using arginine-rich 
cell-penetrating peptides: ways to overcome endosomal entrapment. The AAPS Journal, 
11, 1: 13-22 
González F., Boué S., Belmonte J. C. I. 2011. Methods for making induced pluripotent stem 
cells: reprogramming à la carte. Nature Reviews Genetics, 12, 4: 231–242 
 
Osovnikar P. Metode reprogramiranja somatskih celic. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
19 
 
Groll A., Levin Y., Barbosa M.C., Ravazzolo A. P. 2006. Linear DNA low efficiency 
transfection by liposome can be improved by the use of cationic lipid as charge neutralizer. 
Biotechnology Progress, 22, 4: 1220-1224 
Gurdon J. B. 1962. Adult frogs derived from the nuclei of single somatic cells. 
Developmental Biology, 4, 2: 256-273 
Hou., P., Li Y., Zhang X., Liu C., Guan J., Li H., ZhaoT., Ye J., Yang W., Liu K.,  Ge J., Xu 
J., Zhang Q., Zhao Y., Deng H. 2013. Pluripotent stem cells induced from mouse somatic 
cells by small-molecule compounds. Science, 341, 6146: 651–654 
How was Dolly created. 2019. Dolly the ship.  
     https://nhdolly.weebly.com/ (1.6.2019) 
Howarth J. L., Lee Y.B., Uney J. B. 2009. Using viral vectors as gene transfer tools. Cell 
Biology and Toxicology, 26, 1: 1–20 
Jia F., Wilson K. D., Sun N., Gupta D. M., Huang M., Li Z. 2010. A non-viral minicircle 
vector for deriving human iPS cells. Nature Methods, 7, 3: 197-199 
Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M., Doudna J. A., Charpentier E. 2012. A 
programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. 
Science: 337, 6096: 816-821 
Judson R. L., Babiarz J. E., Venere M., Blelloch R. 2009. Embryonic stem cell-specific 
microRNAs promote induced pluripotency. Nature Biotechnology, 27, 5: 459-461 
Karikó K., Buckstein M., Ni H., Weissman D. 2005. Suppression of RNA recognition by 
Toll-like receptors: the impact of nucleoside modification and the evolutionary origin of 
RNA. Immunity, 23, 2: 165–175 
Kim D., Kim C. H., Moon J. I., Chung Y. G., Chang M. Y., Han B. S., Kim K. S. 2009b. 
Generation of human induced pluripotent stem cells by direct delivery of reprogramming 
proteins. Stem Cell, 4, 6: 472–476 
Kim J. B., Sebastiano V., Wu G., Araúzo-Bravo M. J., Sasse P., Gentile L., Ko K., Ruau D., 
Ehrich M., van den Boom D., Meyer J., Hübner K., Bernemann C., Ortmeier C., Zenke M., 
Fleischmann B. K., Zaehres H., Schöler H. R. 2009a. Oct4-induced pluripotency in adult 
neural stem cells. Cell, 136, 3: 411-419 
Kim J. S., Choi H. W., Choi S., Do J. T. 2011. Reprogrammed pluripotent stem cells from 
somatic cells. International Journal of  Stem Cells, 4, 1: 1-8 
Kumar D., Talluri T. R., Anand T., Kues W. 2015. Transposon-based reprogramming to 
induced pluripotency. Histology and Histopathology, 30, 12: 1397-1409 
La Russa M. F., Qi S. L. 2015. The new state of the art: Cas9 for gene activation and 
repression. Molecular and Cellular Biology, 35, 22: 3800-3809 
Lavker R. R., Sun T. T. 2000. Epidermal stem cells: properties, markers and location. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 97, 25: 13473-13475 
Lino C. A., Harper J. C., Carney J. P., Timlin J. A. 2018. Delivering CRISPR: a review of the 
challenges and approaches. Drug Delivery, 25, 1: 1234-1257 
 
Osovnikar P. Metode reprogramiranja somatskih celic. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
20 
 
Nordin F., Ahmad R. N. R., Farzaneh F. 2017. Transactivator protein: an alternative for 
delivery of recombinant proteins for safer reprogramming of induced pluripotent stem cell. 
Virus Research, 235: 106-114 
Okita K., Ichisaka T., Yamanaka S. 2007. Generation of germline-competent induced 
pluripotent stem cells. Nature, 19, 448: 313-317 
Robinton D. A., Daley G. Q. 2012. The promise of induced pluripotent stem cells in research 
and therapy. Nature, 481, 7384: 295-305 
Shao L., Wu W. S. 2010.  Gene-delivery systems for IPS cell generation. Expert Opinion on 
Biological Therapy, 10, 2: 231–242 
Solozobova V., Blattner C. 2011. p53 in stem cells. World Journal of Biological Chemistry, 2, 
9: 202–214 
Soneoka Y., Cannon P. M., Ramsdale E. E., Griffiths J. C., Romano G., Kingsman S. M., 
Kingsman A. J. 1995. A transient three-plasmid expression system for the production of 
high titer retroviral vectors. Nucleic Acids Research, 23, 4: 628-633 
Stadtfeld M., Hochedlinger K. 2010. Induced pluripotency: history, mechanisms, and 
applications. Genes and Development, 24, 20: 2239-2263 
Stadtfeld M., Maherali N., Breault D. T., Hochedlinger K. 2008. Defining molecular 
cornerstones during fibroblast to iPS cell reprogramming in mouse. Stem Cell, 6, 2: 230-
240 
Szymczak-Workman A. L., Vignali K. M.,Vignali D. A. A. 2012. Design and construction of 
2A peptide-linked multicistronic vectors. Cold Spring Harbor Protocols, 2012, 2: 199-204 
Tada M., Tada T., Lefebvre L., Barton S. C., Surani A. M. 1997. Embryonic germ cells 
induce epigenetic reprogramming of somatic nucleus in hybrid cells. The EMBO Journal, 
16, 21: 6510–6520 
Takahashi K., Tanabe K., Ohnuki M., Narita M., Ichisaka T., Tomoda K., Yamanaka S. 2007. 
Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined factors. Cell, 
131, 5: 861-872 
Takahashi K.,Yamanaka S. 2006. Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic 
and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell, 126, 4: 663-676 
Thomson J. A., Itskovitz-Eldor J., Shapiro S. S., Waknitz M. A., Swergiel J. J., Marshall V. 
S., Jones J. M. 1998. Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts. Science, 
282, 5395: 1145-1147 
Verma P. J., Sumer H. 2015. Cell Reprograming – Methods and Protocols. 1st ed. New York, 
Humana Press: 271 str. 
Wakayama T., Tabar V., Rodriguez I., Perry A. C., Studer L., Mombaerts P. 2001. 
Differentiation of embryonic stem cell lines generated from adult somatic cells by nuclear 
transfer. Science, 292, 5517: 740-743 
Wang W., Lin C., Lu D., Ning Z., Cox T., Melvin D., Wang X., Bradley A., Liu P. 2008. 
Chromosomal transposition of PiggyBac in mouse embryonic stem cells. Proceedings of 
the National Academy of Sciences USA, 105, 27: 9290-9295 
 
Osovnikar P. Metode reprogramiranja somatskih celic. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
21 
 
Warren L., Lin C. 2018. mRNA-based genetic reprogramming. Molecular Therapy, 27, 4: 
729-734 
Warren L., Manos P. D., Ahfeldt T., Loh, Y. H., Li H., Lau F., Ebina W., Mandal P. K., 
Smith Z. D. Meissner, A. 2010. Highly efficient reprogramming to pluripotency and 
directed differentiation of human cells with synthetic modified mRNA. Stem Cell 7, 5: 
618–630 
Weltner J., Balboa D., Katayama S., Bespalov M., Krjutškov K., Jouhilahti E. M., Trokovic 
R., Kere J., Otonkoski T. 2018. Human pluripotent reprogramming with CRISPR 
activators. Nature Communications, 9, 1: 2653, doi: 10.1038/s41467-018-05067-x: 12 str. 
Wernig M., Meissner A., Foreman R., Brambrink T., Ku M., Hochedlinger K., Bernstein B. 
E., Jaenisch R. 2007. In vitro reprogramming of fibroblasts into a pluripotent ES-cell-like 
state. Nature, 448, 7151: 318-324 
Wilmut I., Schnieke A. E., McWhir J., Kind A. J., Campbel K. H. 1997. Viable offspring 
derived from fetal and adult mammalian cells. Nature, 385, 6619: 810-813 
Woodard L. E., Wilson M. H. 2015. piggyBac-ing models and new therapeutic strategies. 
Trends in Biotechnology, 33, 9: 525-533 
Xie X., Yanbin F., Jian L., Chemical reprogramming and transdifferentiation. 2017. Current 
Opinion on Genetics and Development, 46: 104-113 
Yamanaka S., Blau H. M. 2010. Nuclear reprogramming to a pluripotent state by three 
approaches. Nature, 465, 7299: 704-712 
Yu C., Liu K., Tang S., Ding S. 2014. Chemical approaches to cell reprogramming. Current 
Opinion in Genetics and Development, 28: 50-56 
Yu J. Hu K., Smuga-Otto K., Tian S., Stewart R., Slukvin I. I. 2009. Human induced 
pluripotent stem cells free of vector and transgene sequences. Science, 324, 5928: 797–801 
Yu J., Vodyanik M. A., Smuga-Otto K., Antosiewicz-Bourget J., Frane J. L., Tian S., Nie J., 
Jonsdottir G. A., Ruotti V., Stewart R., Slukvin I. I., Thomson J. A. 2007. Induced 
pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells. Science, 318, 5858: 1917-
1920 
Zhao X. Y., Li W., Lv Z., Liu L., Tong M., Hai T., Hao J., Guo C. L., Ma Q. W., Wang L., 
Zeng F., Hou Z. Q. 2009. iPS cells produce viable mice through tetraploid 
complementation. Nature, 461, 7260: 86-90 
Zheng A. K., Baum B. J., Iadarola M. J., O’Connell B. C. 2000. Genomic integration and 
gene expression by a modified adenoviral vector. Natre Biotechnology, 18, 2: 176–180 
Ziegler A., Nervi P., Durrenberger M., Seelig J. 2005. The cationic cell-penetrating peptide 
CPP (TAT) derived from the HIV-1 protein TAT is rapidly transported into living 
fibroblasts: optical, biophysical, and metabolic evidence. Biochemistry, 44, 1: 138-148 
 
Osovnikar P. Metode reprogramiranja somatskih celic. 




Najprej se zahvaljujem svojemu mentorju za pomoč pri izbiri zelo zanimive teme ter za čas, 
ki mi ga je namenil med izdelavo diplomskega dela. Prav tako se zahvaljujem vsem 
profesorjem Biotehniške fakultete, ki so mi omogočili osvojitev še kako potrebnih znanj. 
